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RESUMO

O colageno ¢ a principal proteina estrutural do tecido conjuntivo e exerce
papel fundamental na integridade da matriz extracelular (MEC). A gelatina, derivada de
sua hidrélise, ¢ amplamente utilizada como modelo experimental em estudos bioquimicos
e celulares. Corantes como Orange G e Ponceau S sdo usados para marcagdo de
proteinas, enquanto o sulfato de cobre (CuSO.), embora util em testes bioquimicos,
apresenta potencial citotdxico. Este estudo buscou caracterizar a gelatina por SDS-PAGE
e investigar, por espectrofotometria UV-Vis e cultura celular, os efeitos desses
compostos em proteinas e fibroblastos humanos (HFF). A gelatina foi caracterizada por
eletroforese SDS-PAGE, com andlise das bandas proteicas. Para avaliar interagdes
proteina—molécula, foram obtidos espectros UV-Vis de gelatina isolada e associada aos
corantes ou CuSOs. Em seguida, fibroblastos HFF foram cultivados e expostos aos
compostos nas concentragdes de 0,0001%, 0,001% e 0,01%, sendo observados
morfologicamente apds Oh e 24h. A gelatina apresentou o perfil proteico caracteristico,
com cadeias a (~100-120 kDa), dimeros B (~200 kDa) e padrao polidisperso tipico de
colageno desnaturado. Na espectrofotometria, Orange G e Ponceau S mostraram picos
caracteristicos e interacdo fraca com a proteina, sem alterar significativamente o espectro.
O CuSOs apresentou aumento discreto da absorbancia na faixa de 220-240 nm, sugerindo
formacao de complexos proteina—metal. Nas culturas celulares, Orange G e Ponceau S nao
causaram alteragdes relevantes até 0,001%, apresentando apenas leve redugdo de
confluéncia em 0,01%. O CuSOs4 exibiu citotoxicidade dose-dependente, com pequenas
mudangas morfoldgicas a partir de 0,001%, sendo mais intensa a 0,01%, em concordancia
com relatos de estresse oxidativo induzido por cobre. Os corantes Orange G e Ponceau S
mostraram-se seguros para fibroblastos até 0,001%, enquanto o CuSOs demonstrou
toxicidade em concentragdes relativamente baixas, destacando a necessidade de cautela
em seu uso experimental. Os resultados contribuem para padronizagdo de ensaios
envolvendo os compostos estudados em cultura celular e para futuras aplicacdes em

bioengenharia de tecidos e toxicologia.

Palavras-chave: gelatina, coldgeno, eletroforese SDS-PAGE, Orange G, Ponceau

S, sulfato de cobre, espectrofotometria, fibroblastos, HFF.



ABSTRACT

Collagen is the main structural protein of connective tissue and plays a crucial role in
the integrity of the extracellular matrix (ECM). Gelatin, derived from its hydrolysis, is
widely used as an experimental model in biochemical and cell-based studies. Dyes such
as Orange G and Ponceau S are commonly employed for protein staining, whereas
copper sulfate (CuSOs), despite its utility in biochemical assays, exhibits cytotoxic
potential. This study aimed to characterize gelatin by SDS-PAGE and investigate, through
UV-vis spectrophotometry and cell culture assays, the effects of these compounds on
proteins and human foreskin fibroblasts (HFF). Gelatin was characterized by SDS-PAGE,
with analysis of protein bands. UV-Vis spectra of gelatin alone and in combination with
the dyes or CuSO. were obtained to assess protein—molecule interactions. HFF cultures
were then treated with the compounds at 0.0001%, 0.001%, and 0.01%, and
morphologically evaluated at 0 h and 24 h. Gelatin exhibited the characteristic protein
profile, with a-chains (~100-120 kDa), B-dimers (~200 kDa), and the polydisperse pattern
typical of denatured collagen. In spectrophotometry, Orange G and Ponceau S
displayed characteristic peaks and weak interaction with the protein, without major
spectral changes. CuSO. showed a slight increase in absorbance between 220-240 nm,
suggesting protein—metal complex formation. In cell cultures, Orange G and Ponceau S
caused no relevant alterations up to 0.001%, with only a mild decrease in confluence at
0.01%. CuSOs+ exhibited dose-dependent cytotoxicity, with slightly morphological
changes from 0.001%, more pronounced at 0.01%, consistent with reports of copper-
induced oxidative stress. The Orange G and Ponceau S were safe for fibroblasts up to
0.001%, whereas CuSO. showed toxicity at relatively low concentrations, highlighting the
need for caution in its experimental use. These results contribute to the standardization of
assays involving the studied compounds in cell culture and support future applications in

tissue engineering and toxicology.

Keywords: gelatin, collagen, SDS-PAGE electrophoresis, Orange G, Ponceau S,
copper sulfate, spectrophotometry, fibroblasts, HFF.



1. INTRODUCAO

O coldgeno ¢ uma proteina estrutural fibrosa presente no tecido conjuntivo
de diversos 6rgdos do corpo humano. Ele constitui aproximadamente 25 a 35% do total
de proteinas corporais e encontra-se distribuido na pele, ossos, cartilagens, tendoes,
vasos sanguineos, corneas e dentes, sendo essencial para garantir a integridade e a

resisténcia mecanica desses tecidos (RICARD-BLUM, 2011).

Entre os diversos tipos conhecidos, o colageno tipo I ¢ o mais
abundante, desempenhando um papel fundamental na estruturacdo da matriz extracelular
(MEC), além de participar de processos como cicatrizagdo, regeneragdo celular e
sustentagdo de tecidos epiteliais e conjuntivos (SHOULDERS; RAINES, 2009). Essas
caracteristicas tornam o coldgeno objeto de amplo interesse cientifico e tecnologico, com
aplicagdes que vao desde a industria alimenticia — na producdo de gelatinas, iogurtes e
embutidos — até o setor cosmético, em produtos voltados para a melhoria da elasticidade
da pele e saude capilar. No campo médico e farmacéutico, o coldgeno ¢ utilizado na
formulacdo de capsulas, suplementos, curativos regenerativos € como material-base na

bioengenharia de tecidos (SILVA et al., 2014; FERREIRA et al., 2020).

Quanto aos outros tipos de colageno, o tipo II esta presente predominantemente
na cartilagem hialina, como a dos joelhos e outras articulagdes, conferindo resisténcia
acompressao ¢ sendo essencial para a integridade das cartilagens articulares
(BACHINGER et al., 2010). Ele também é encontrado nos discos intervertebrais, no
humor vitreo e no septo nasal (EYRE et al., 2002). Ja o tipo III, um coldgeno fibrilar que
frequentemente coexiste com o tipo I, estd presente em tecidos que necessitam de
elasticidade e flexibilidade, como pele, pulmdes, vasos sanguineos e Orgdos internos

(RICARD-BLUM, 2011).

O colageno tipo IV, diferentemente dos fibrilares, forma uma rede
tridimensional em laminas, compondo a membrana basal e atuando na sustentagdo de
tecidos epiteliais, regulando adesdo, migrag¢ao, proliferacdo e diferenciagdo celular
(KHOSHNOODI et al., 2008). O tipo V, por sua vez, regula a formagdo e o didmetro dos
fibrilos de colageno tipo I e € caracteristico da cartilagem de crescimento e de regides
calcificadas, participando da ossificagdo endocondral e do crescimento esquelético (BIRK,

2001; GIRKONTAITE et al., 1996).



Clinicamente, diferentes tipos de colageno apresentam aplicacdes especificas:
os tipos I e III sdo usados em suplementos para pele e tecidos conjuntivos, o tipo II
em tratamentos articulares e o tipo IV em estratégias de bioengenharia
(POSTLETHWALITE et al., 2008; CROWLEY et al., 2009; MALFAIT et al., 2017). Nos
ultimos anos, o colageno tipo I tem despertado grande interesse na pesquisa oncologica,
particularmente no estudo de canceres relacionados 8 MEC, como o melanoma. Este ¢ um
tipo agressivo de cancer de pele originado nos melanocitos, cuja progressao ¢ fortemente
influenciada pelas propriedades do microambiente tumoral. Alteracdes na densidade,
organizacao e rigidez do colageno tipo I na MEC podem modular o comportamento das
células tumorais, afetando a migracdo, a invasividade e a resposta a sinais quimicos

(LEVENTAL et al., 2009; XU et al., 2019).

Para investigar essas interagdes em condi¢des controladas, a gelatina
comercial incolor - produto da hidrolise parcial do coldgeno - ¢ amplamente utilizada como
substituto experimental em estudos fisico-quimicos e celulares. A gelatina mantém a
estrutura de tripla hélice parcialmente desnaturada do coldgeno, conferindo propriedades

semelhantes de gelificagdo e interagao celular (ZHU et al., 2019).

Devido a sua relevancia experimental, trés diferentes substancias foram
avaliadas. A primeira, o Orange G (C.I. 16230) ¢ um corante azo de carater acido,
amplamente utilizado em técnicas de eletroforese, especialmente na coloragao de proteinas
e na marcagao de frente de corrida, devido ao seu baixo peso molecular e capacidade de
migrar rapidamente no gel. Apresenta um grupo azo (-N=N-) responsavel por sua
coloragdo laranja intensa e afinidade por residuos bdsicos das proteinas, ligando-se
principalmente a lisina e arginina. Além de bioquimica, ¢ usado em histologia para
diferenciar componentes citoplasmaticos (BANCROFT; GAMBLE, 2008) e em citologia
para coloracdo rapida. Nao ¢ considerado altamente toxico, mas pode causar irritagdo

dérmica e ocular em contato direto, exigindo manuseio com EPIs (HARVEY, 2010).

O segundo, o Ponceau S (C.I. 27195), é um corante anionico soluvel em
agua utilizado para coloragdo reversivel de proteinas em membranas de nitrocelulose ou
PVDF ap6s eletrotransferéncia. Sua principal vantagem ¢ a reversibilidade,
permitindo visualizagdo das proteinas antes de imunomarcagdes subsequentes, sem

comprometer a integridade da amostra (BLOT; SPILLER; BOUCHER, 2011). E



considerado de baixa toxicidade, mas o contato prolongado pode causar irritagdo, sendo

recomendado uso de luvas (ROMERO-CANELON et al., 2015).

O terceiro, o Sulfato de Cobre (CuSO4), ¢ um sal inorganico azul
cristalino amplamente utilizado em bioquimica como fixador, corante e reagente no teste
de Biureto para quantificacio de proteinas. E também empregado em microbiologia para
controle de algas e fungos, na industria agricola como fungicida e na quimica analitica
como agente oxidante (DANG et al., 2019). Contudo, apresenta propriedades citotoxicas
relacionadas a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS), podendo induzir estresse
oxidativo, danos ao DNA e apoptose celular em altas concentragdes (DAl et al., 2021). Por

1ss0, seu uso em cultura celular requer cuidados com concentragao e tempo de exposicao.

Como modelo biolégico, foram utilizados fibroblastos humanos de prepticio
(HFF - Human Foreskin Fibroblasts), amplamente empregados em pesquisas sobre
adesdo, migracdo, regeneragdo tecidual e citocompatibilidade de biomateriais. Esses
fibroblastos possuem elevada capacidade proliferativa e mantém fungdes fisiologicas
importantes, como a producdo de colageno e a reorganizacdo da MEC, sendo uteis para

simular processos de cicatrizagdo e remodelamento tecidual (BAI et al., 2015).

Por serem fibroblastos primarios, apresentam maior estabilidade genética
e fisiolégica do que linhagens imortalizadas, expressando marcadores como
vimentina, fibronectina e colageno tipo I, caracteristicas que os tornam adequados para
avaliagdo de citotoxicidade, resposta a farmacos e interagdo com substratos diversos (VAN
DEN BROECK et al., 2021; JIN et al., 2018; GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2018;
ZHANG et al., 2020).

Considerando a relevancia estrutural e funcional do colageno, sua diversidade
de aplicacdes biomédicas e industriais, bem como seu papel fundamental em
processos fisioldgicos e patoldgicos, como na progressao do melanoma, torna-se essencial

o estudo de seus derivados e modelos experimentais.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo investigar a intera¢do entre
gelatina comercial e diferentes agentes corantes (Orange G, Ponceau S) e sal de cobre
(CuS0Oa), avaliando ndo apenas a caracterizacdo fisico-quimica por técnicas
como espectrofotometria UV-Vis e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),

mas também a resposta celular em culturas de fibroblastos humanos (HFF).
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E esperado que os resultados obtidos reforcem a utilizagio da gelatina
como modelo experimental para estudos de matriz extracelular, contribuindo para
o desenvolvimento de estratégias em engenharia de tecidos, biomateriais e

pesquisas voltadas a biologia tumoral.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar espectrofotometricamente a interacdo entre os corantes Orange G,

Ponceau S e CuSO4 com colageno e células HFF.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar o colageno da gelatina por eletroforese (SDS-PAGE);

2. Testar a interagao do coldgeno com corantes em espectrofotometria;

3. Analisar o efeito dos corantes em cultura de células HFF.
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3. MATERIAIS

Equipamentos

1. Microscopio Optico e microscopio digital (AMG EVOS);

2. Leitor de microplacas com software Gen5 (BioTek Instruments);
3. Sistema de eletroforese vertical (cubas, fonte de corrente);

4. Micro-ondas de uso comum para solubilizagdo de gelatina;

5. Computador para analise de dados, com softwares Prism 9 e Excel;
6. Pipetas e ponteiras estéreis;

7. Provetas, béqueres e tubos Falcon/Eppendorf;

8. Cabine de biossegurancga para cultivo celular;

9. Estufa para cultivo celular;

10. Centrifuga (quando aplicavel para preparo de amostras).

Consumo

1. Gelatina incolor (marca Mae Natureza);

2. Corantes Orange G e Ponceau S;

3. Sulfato de cobre (CuSOs);

4. Gel de poliacrilamida 8% e solugdo de Coomassie Brilliant Blue R-50;

5. Tampao de amostra (Tris, EDTA, glicerol, SDS) e solugdo de descoloragao (4cido

A S S

acético + metanol);

Padrao molecular Novex Sharp Pre-stained;

Microplacas de 96 pocos e placas de cultivo celular de 48 pocos;

Soluc¢do salina tamponada com fosfato (PBS);

Meio de cultura DMEM (alta glicose) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino e 1%

antibiotico/antimicoético;

10. Trypsina-EDTA para descolamento celular;

11. Luvas de nitrilo, méscaras descartaveis e jalecos esterilizados;

12. Agua Milli-Q para preparo de solugdes.
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4. METODOLOGIA

4.1 Preparaciao da amostra

Foi utilizada gelatina incolor preparada a 0,1% com solubilizagdo em agua milli-
Q. Em um béquer de vidro, a mistura foi aquecida por 10 segundos em um microondas de

utilizagdo comum.

4.2 Analises bioquimicas

4.2.1 Eletroforese

As proteinas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de dodecilsulfato de sodio (SDS), segundo o método de Laemmli (1970). O
gel de poliacrilamida a 8% foi preparado em placas de 8 x 10 x 0,075 cm, e as amostras
de gelatina (0,1%) foram previamente solubilizadas em tampao de amostra contendo Tris
25mM (pH 6,8), EDTA 10 mM, glicerol 10% e SDS 10% (4:1, v:v), seguido de
desnaturagao térmica a 95 °C por 5 minutos (HAMES, 1998; SAMBROOK; RUSSELL,
2001).

No gel, foi aplicado 4 pL do padrio molecular Novex, sendo os cinco
pocos subsequentes carregados com diferentes volumes da amostra (20 puL, 15 uL, 10 puL,
5 uLe 2,5 pL). A corrida eletroforética foi conduzida sob corrente constante de 26 mA
durante 50 minutos. Apos a separagao, os géis foram corados com solu¢do de Coomassie
Brilliant Blue R-50 e descorados em solugdo contendo 7% de acido acético e 30% de

metanol, permitindo a visualizagdo das bandas proteicas.

4.2.2 Espectrofotometria

As andlises  espectrofotométricas  foram realizadas em leitor de
microplacas acoplado ao software Gen5 (Epoch BioTek Instruments). As amostras de
gelatina a 0,1%, na presenca e auséncia dos corantes Orange G 0,0001%, Ponceau S
0,0001% e CuS0a4 0,1%, foram distribuidas em microplaca (BIORAD) de 96 pogos de

fundo transparente, em volume de 200 pL por pogo. As leituras foram obtidas no modo
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“Absorbance”, utilizando a fun¢do de varredura (“sweep”) na faixa de 200 a 700 nm. O
espectro foi adquirido pelo software, com registro automatico dos valores de absorbancia
ao longo detodo o intervalo espectral com intervalos de 10 nm em 10 nm,
subsequentemente. Para corre¢do de fundo (controle negativo), foi aplicado o veiculo das
amostras (dgua Milli-Q, sem proteina ou corante) como “branco” da reag¢do. Os dados

foram exportados pelo Gen5 em formato .x/sx do Excel para analise subsequente.

4.3 Aplicacdes experimentais

4.3.1 Cultura de células HFF

As células HFF (Human Foreskin Fibroblasts) foram cultivadas na quantidade
de 25x10* no volume de 300 pL por pogo, em placa estéril de 48 pocos, utilizando
DMEM com alta glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibidtico penicilina/streptomicina (Thermo Corp). Em sequéncia, os pogos foram
divididos em grupos para tratamento com trés tipos de corantes: Orange G, Ponceau S e
CuSOs, em diferentes concentragdes (0; 0,0001; 0,001; 0,01%). Foram entdo
realizadas quadruplicatas de cada tratamento com os respectivos corantes. As células
foram monitoradas em dois momentos — zero € 24 horas da aplicacao dos compostos. Apos
cada periodo de tempo, as células foram avaliadas em microscopio Optico para observacao
de morfologia e possivel alteragdes celulares. As fotomicrografias foram registradas

em microscopio digital AMG EVOS.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Eletroforese

A corrida eletroforética da gelatina apresentou padrdo caracteristico de
proteinas colagenosas desnaturadas (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011), conforme
demonstrado na figura 1. Observou-se a presen¢a de bandas na faixa de 100-120 kDa,
atribuidas as cadeias o, e outra na faixa de aproximadamente 200 kDa, correspondente a
dimeros B (NIKOO et al., 2016). Além disso, foi identificado um arraste (“smear”
continuo que se estende por diferentes regides do gel, refletindo a polidispersidade da
amostra, tipica de gelatinas comerciais que foram submetidas a hidrélise parcial

(MAKRIDIS et al., 2021).

A intensidade de coloragdo das bandas aumentou proporcionalmente a
quantidade de amostra carregada, confirmando relacdo qualitativa entre a concentragdo de
proteina aplicada no gel e a respectiva da coloragdo do gel. Esse padrdo é compativel com
relatos da literatura que descrevem a composicdo de gelatinas industriais, nas quais

predominam cadeias o, fragmentos hidrolisados e oligdmeros derivados do colageno

original (BACHINGER et al., 2005).

260

160
110

80
60

50
40

kDa

30
20

Figura 1: Perfil eletroforético da gelatina comercial, evidenciando cadeias a (~100-120 kDa), dimeros § (~200 kDa) e
padrao polidisperso caracteristico de colageno desnaturado. 1 - Padrao Novex, 2 - amostra 20 uL; 3 - amostra 15
uL; 4 - amostra 10 nL; S - amostra 5 pL; 6 - amostra 2,5 pL.
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Dessa forma, os resultados obtidos confirmam que a gelatina utilizada
possui natureza polidispersa, apresentando fragmentos de diferentes massas moleculares
que conferem heterogeneidade a amostra. Esse comportamento torna a gelatina um
modelo adequado para o estudo de interagdes proteina—corante em sistemas aquosos, como
ja descrito em aplicagdes biomédicas e alimenticias (GOMEZ-GUILLEN et al.,
2011; MAKRIDIS et al., 2021).

Além disso, a presenga do “arraste” eletroforético indica que, além de
cadeias intactas, existem fragmentos de degradacdo, o que amplia sua semelhanga
com microambientes fisiologicos onde a matriz extracelular estd em remodelamento
constante. Esse aspecto justifica o uso da gelatina ndo apenas como substituto experimental
de colageno purificado, mas também como base em estudos de biomateriais aplicados

a engenharia de tecidos (MAKRIDIS et al., 2021).

5.2 Espectrofotometria

A espectrofotometria foi conduzida para avaliar os perfis de absor¢ao dos
corantes Orange G e Ponceau S, bem como do sal metalico CuSOs, em interacdo com a
gelatina, utilizando 4gua como controle negatico (branco). As leituras foram divididas em
duas faixas: 200-290 nm, correspondente ao ultravioleta proximo, onde predominam
absorg¢des associadas a ligagdes peptidicas e residuos aromaticos das proteinas (CARTER;
RAZA, 1979; SREERAMA; WOODY, 2000), e 300-700 nm, regido onde se observam os
picos caracteristicos dos corantes no espectro visivel (NARAYANAN; RATH, 2017). A

figura 02, demostra o perfil espectrofotométrico obtido de 200 a 700 nm.
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Figura 2: Espectros de absor¢ao UV-Vis de gelatina na presenca e auséncia do corante Orange G.
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Com Orange G, na faixa de 200-290 nm (figura 2A), a gelatina apresentou absor¢ao
intensa até ~220 nm, caracteristica de ligagdes peptidicas (BACHINGER et al., 2005). O
Orange G, por sua vez, mostrou valores menores nessa regido, € a mistura gelatina +
Orange G resultou em sobreposi¢dao dos perfis, sem alteragdes significativas, indicando
que o corante nao interferiu de forma relevante na absorcao intrinseca da proteina. Na
regido de 300-700 nm (figura 2B), o Orange G exibiu absor¢ao em torno de 470-480 nm,

compativel com seu maximo de absorbancia descrito na literatura (LILLIE, 1977).

Quando associado a gelatina, a curva apresentou discreto aumento da
absorbancia nessa faixa, o que sugere uma intera¢ao superficial e de baixa afinidade entre
o corante e a proteina. Esse comportamento esta de acordo com relatos de baixa toxicidade
e baixa reatividade do Orange G frente a macromoléculas biologicas (IWASAKI et al.,

2015).

A figura 3 apresenta os resultados dos registros espectrofotométrico da gelatina, na

presenca e auséncia do corante Ponceau S.
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Figura 3: Espectros de absor¢do UV-Vis de gelatina na presenca e auséncia do corante Ponceau S.
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Com Ponceau S, na faixa de 200-290 nm (figura 3A), o espectro da
gelatina manteve-se semelhante ao do controle preparado somente com gelatina. Uma
modifica¢do muito discreta no perfil entre 210-230 nm na mistura gelatina + Ponceau foi
observada. Esse aumento discreto pode indicar interagdes entre o corante e residuos
basicos da proteina, compativeis com a caracteristica do Ponceau S de se ligar de forma
reversivel a cadeias polipeptidicas (BLOTTNER; CZECH, 1992). o Ponceau S apresentou

perfil proximo do controle realizado somente com agua.

Naregiao de 300-700 nm (figura 3B), observou-se o pico caracteristico do Ponceau

S em torno de 520 nm (MATSUMOTO et al., 2021).

A associagdo com a gelatina resultou em um leve aumento da absorbancia
nessa faixa, refor¢ando a hipotese de interagdo fraca, mas detectavel, entre o corante e
a proteina. Essa caracteristica explica seu uso como corante transitorio, capaz de se ligar
eser removido facilmente sem desnaturar a proteina (BLOTTNER; CZECH,
1992; MATSUMOTO et al., 2021).

A figura 4 apresenta os resultados dos registros espectrofotométrico da gelatina, na

presenca e auséncia do sulfato de cobre.
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Com sulfato de cobre, no espectro de 200-290 nm (figura 4A), o CuSOs
apresentou perfil semelhante ao da gelatina, mas a mistura gelatina + sulfato de cobre
mostrou discreto aumento da absorbancia entre 220-240 nm, sugerindo interacdo do ion
cuprico com grupos peptidicos e aromaticos das cadeias proteicas (LETELLIER et al.,
2017). Na faixa de 300-700 nm (figura 4B), o CuSOs isolado ndo apresentou picos
definidos, mas sua associacdo com a gelatina promoveu aumento da linha de base, o que
pode estar relacionado a formacao de complexos proteina-metal ou a alteragao do indice

de refracdo do meio.

Tais interagdes j4 foram descritas em estudos de bioinorginica, que apontam
ocobre como capaz de se ligar a residuos como histidina e cisteina,
modificando propriedades Opticas sem necessariamente gerar picos de absor¢ao marcantes

(KAUR et al., 2020).

Esses resultados reforcam a utilidade da espectrofotometria como técnica
inicial para investigar interagdes fracas entre proteinas e moléculas externas. Embora
as modificagdes detectadas tenham sido sutis, elas indicam que os corantes apresentam
baixa afinidade, ao passo que o CuSOs estabelece interacdes mais significativas, com

potencial para alterar propriedades fisico-quimicas da proteina.

No ambito biologico, essas interagdes sugerem que os corantes sdo adequados
para aplicagdes laboratoriais justamente por ndao comprometerem a integridade proteica. Ja
o cobre, ao se ligar a residuos como histidina e cisteina, pode modificar a estabilidade e
afuncdo de  proteinas  estruturais, implicando tanto em  aplicacdes
farmacologicas (complexos proteina-metal) quanto em riscos toxicoldgicos, uma vez que
o excesso de cobre esta associado a processos de estresse oxidativo e patologias

teciduais (LETELLIER et al., 2017; KAUR et al., 2020).

5.3 Cultura de células HFF

As culturas celulares foram organizadas em oito painéis (A-H), sendo A e
B correspondentes ao controle, C e D as células tratadas com 0,0001% do composto, E e
F as tratadas com 0,001% e G e H as tratadas com 0,01%, todos os pares representando

as analises nos momentos de Oh e 24h, respectivamente.
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Nas figuras 5, 6 e 7, sdo demonstradas as imagens do tratamento de células
HFF com os diferentes compostos estudados.

Orange G

lControle - 0h
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0,0001% - Oh

=
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—
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Figura 5: Cultura de fibroblastos humanos (HFF) tratados com Orange G em diferentes concentragoes (4, B =
controle; C, D = 0,0001%, E, F = 0,001%, G, H= 0,01%, 0h-24h, respectivamente).
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Na figura 5, no controle (A-B), as células mantiveram morfologia fibrobléstica
tipica, com disposi¢do fusiforme e adesdo adequada a placa de cultura. Nos tratamentos
com 0,0001% e 0,001% (C-F), nao foram observadas alteragdes relevantes em relagao ao
controle, mantendo-se confluéncia e morfologia preservadas apos 24h. Apenas na maior
concentracao, 0,01% (G-H), observou-se discreta reducao da confluéncia e leve

diminui¢do da adesao apos 24h.

O Orange G ¢ um corante anidnico utilizado como marcador em eletroforeses,
com baixa afinidade por dominios hidrofobicos de membranas, o que limita sua
penetragdo intracelular (BANCROFT; GAMBLE, 2008; HARVEY, 2010; MURPHY,
2001). Essa caracteristica explica a auséncia de alteracdes significativas em baixas

concentracoes.

Estudos comparativos indicam que o Orange G apresenta menor citotoxicidade
em células do que outros corantes azo (LILLIE, 1977; IWASAKI et al., 2015). Assim,
a discreta alteragdo a 0,01% pode estar mais relacionada ao estresse quimico leve ou

a interferéncia Optica do corante no meio do que a um efeito toxico direto.
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Ponceau S
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Figura 6: Cultura de fibroblastos humanos (HFF) tratados com Ponceau S em diferentes concentragées (A, B =
controle; C, D = 0,0001%, E, F = 0,001%, G, H = 0,01%, 0h-24h, respectivamente).
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Na figura 6, no controle (A-B), bem como nas concentracdes de 0,0001% e 0,001%
(C-F), as células mantiveram adesdo e morfologia normais ap6s 24h. Na concentracao de
0,01% (G-H), verificou-se leve reducdo da confluéncia em relacdo ao controle, porém

sem presenga significativa de células mortas ou detritos.

O Ponceau S ¢ amplamente utilizado em coloragdes transitorias de
proteinas, justamente por sua fraca ligacao reversivel e baixa toxicidade (BLOTTNER &

CZECH, 1992).

Dessa forma, os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura, indicando
que o corante apresenta seguranga em concentragdes baixas e apenas leve interferéncia
visual em concentragdes mais altas, possivelmente associada a alteragdao Optica do meio

de cultura (MATSUMOTO et al., 2021).
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Figura 7: Cultura de fibroblastos humanos (HFF) tratados com CuSO4 em diferentes concentragoes (4, B
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Na figura 7, no controle (A-B), as células apresentaram adesdo e morfologia
preservadas. A 0,0001% (=4 uM, C-D), ndo foram observadas alteragdes apds 24h. Ja em
0,001% (=40 uM, E-F), notou-se discreta perda de adesdo em area pontuais (destaque com
quadrado vermelho na imagem) e presen¢a de algumas células arredondadas apos 24h,
sugerindo possivel inicio de estresse celular. Imagens similares foram observadas também

na concentragdo, 0,01% (=400 uM, G-H).

O cobre ¢ descrito como indutor de estresse oxidativo e de reticulo endoplasmaético,
ativando vias apoptdticas em fibroblastos e promovendo perda de adesdo (LETELLIER et
al., 2017; KAUR et al., 2020). Estudos relatam que concentragdes superiores a 200 uM ja
sao capazes de induzir danos celulares importantes (BRADY et al., 2014), o que confirma

a correlagdo entre a toxicidade observada e a dose utilizada neste estudo.

Assim, a analise morfologica sugere que tanto o Orange G quanto o Ponceau S sao
relativamente seguros para fibroblastos humanos até 0,001% em 24h, enquanto o CuSO4
apresenta pode apresentar citotoxicidade dose-dependente. A escolha dos fibroblastos HFF
como modelo experimental € relevante, ja que se tratam de células primarias amplamente
aplicadas em estudos de matriz extracelular e biomateriais (JIN et al., 2018; ZHANG et
al., 2020; VAN DEN BROECK et al., 2021).

Além da avaliacdo de toxicidade, esses resultados tém implicagdes
praticas importantes: (i) os corantes podem ser utilizados em protocolos experimentais
sem prejuizo da viabilidade celular em concentragdes baixas, validando seu uso
em bioengenharia e cultura celular; (i1)) o efeito toxico do CuSOs em fibroblastos
confirma seu potencial de risco em exposi¢cdes ambientais € ocupacionais, uma vez que
fibroblastos sdo centrais para regeneragdo tecidual e manutengdo da matriz extracelular
(DANG et al., 2019; DAI et al.,, 2021). Portanto, o trabalho contribui tanto para a
padronizagdo de ensaios espectrofotométricos e ensaios celulares futuros envolvendo os

compostos estudados.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstraram que a gelatina ¢ um modelo
experimental adequado para simular o coldgeno desnaturado, apresentando perfil
polidisperso confirmado por eletroforese. A espectrofotometria evidenciou que os corantes
Orange G e Ponceau S mantém estabilidade espectral e interagdes fracas com a proteina,
enquanto o CuSOa. apresentou maior afinidade, promovendo alteracdes Opticas
compativeis com complexos proteina-metal. Nos ensaios celulares, os corantes mostraram-
se seguros até 0,001%, com apenas discretas alteracdes em 0,01%. Assim, conclui-se que
os corantes avaliados podem ser aplicados em estudos experimentais sem comprometer a
viabilidade celular em baixas concentragdes, enquanto o cobre exige cautela devido ao seu

carater toxico previamente descrito na literatura.

Dessa forma, este estudo reforca a utilidade da gelatina como modelo experimental
em pesquisas com proteinas e biomateriais. Os resultados tém aplica¢des praticas diretas:
(1) validacao de concentracdes seguras de corantes para uso em cultura de células, (ii)
indicacdo de que o cobre, mesmo em baixas doses, deve ser manuseado com cautela em
contextos biomédicos e ambientais, e (iii) suporte para futuros estudos em bioengenharia
de tecidos, toxicologia e desenvolvimento de materiais baseados em colageno hidrolisado.
Assim, a pesquisa ndao apenas contribui para o entendimento bdsico das interacdes
proteina—molécula, mas também oferece subsidios para aplicagdes em satde e

biotecnologia.
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